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　　山羊繁殖性能是山羊育种的重要指标，提高山羊窝产仔
数对我国养羊业的可持续发展具有十分重要的意义。骨桥蛋

白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）是一种含精氨酸 －甘氨酸 －天冬氨酸
（ＲＧＤ）序列的分泌型糖基化磷蛋白，能够介导骨组织细胞与
骨基质的连接，属于细胞外基质蛋白［１］。ＯＰＮ广泛存在于乳
汁、子宫、胎盘中，具有多种生物学活性。ＯＰＮ对雌性哺乳动
物的繁殖过程有重要影响［２］。Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ等研究发现，骨桥蛋
白对配子受精、受精卵卵裂、胚胎发育具有一定的刺激作

用［３］。王振金等发现，ＯＰＮ基因突变位点 Ｅ３４１与奶山羊的
生长发育性状有显著的关联效应［４］。ＯＰＮ基因与猪排卵率、
子宫长度密切相关。有研究发现，在梅山猪、大白猪、长白猪

合成系的ＯＰＮ位点存在１３个等位基因，其中有５个等位基
因与产仔数显著相关。张淑君等研究发现，ＯＰＮ基因的标记
位点与二花脸猪产仔数显著相关［５］。大河乌猪 ＯＰＮ基因存
在８个基因型，且初产活仔数与二产活仔数在各基因型之间差
异显著［６］。ＯＰＮ基因对大长杂交一代母猪产仔数也有显著影
响［７］。因此，开展ＯＰＮ基因研究对于提高雌性动物繁殖性能、
加快良种选育、更合理有效地开发利用品种资源具有重要意

义。本试验以川中黑山羊为研究对象，对ＯＰＮ基因ＣＤＳ区进
行克隆测序及生物信息学分析，并与ＧｅｎＢａｎｋ其他物种该基因
进行序列比对，在此基础上构建物种间分子系统进化树，旨在

为川中黑山羊ＯＰＮ基因的定位、表达调控研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
在四川省乐至县天龙科技示范园采集１只成年川中黑山

羊的卵巢，液氮冻存备用。动物组织总 ＲＮＡ提取试剂盒、
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、感受态细胞均购自上海天根生物科技
有限公司；反转录试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公司；

Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ、氨苄青霉素、克隆载体ｐＭＤ－１９Ｖｅｃｔｏｒ购自宝
生物工程（大连）有限公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自爱思进
生物技术（杭州）有限公司。

１．２　方法
１．２．１　引物设计及合成　参照绵羊的 ＯＰＮ基因（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＮＭ＿００１００９２２４１）设计引物：Ｆ，５′－ＧＧＡＣＴＧ
ＧＡＣＴＣＴＴＣＴＣＴＧＣＴＧＣ－３′；Ｒ，５′－ＣＣＡＣＣＣＴＧＣＴＴＴＡＡ
ＣＡＴＡＴＣＣＴ－３′，扩增片段全长９５２ｂｐ。引物序列送交上海英
骏生物技术有限公司合成。

１．２．２　卵巢总ＲＮＡ的提取、ｃＤＮＡ的合成　提取川中黑山羊
卵巢总ＲＮＡ，采用Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转录试剂盒进行ｃＤＮＡ合成。
１．２．３　ＯＰＮ基因的ＰＣＲ扩增　以反转录 ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ反应，反应体系为 ２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２．５μＬ，上、下游引物（２０ｐｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，ｃＤＮＡ模板
０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，６０℃退火４０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；
７２℃ 延伸 ５ｍｉｎ。４℃保存。
１．２．４　克隆及重组子筛选和鉴定　ＰＣＲ产物经１％琼脂糖
凝胶电泳检测后，按照ＤＮＡ凝胶回收试剂盒说明书进行胶回
收，回收产物与ｐＭＤ－１９Ｖｅｃｔｏｒ１６℃连接过夜。连接反应产
物转化宿主菌大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，涂布于含氨苄青
霉素、Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ的ＬＢ固体平板上，３７℃培养过夜。挑选
白色单克隆菌落于ＬＢ液体培养基３７℃振荡培养１２ｈ，取菌
液作ＰＣＲ鉴定，产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测后，挑选阳性
克隆菌液２ｍＬ送交上海英骏生物技术有限公司测序。
１．２．５　生物信息学分析　利用软件ＤＮＡＭＡＮ将扩增获得的
川中黑山羊ＯＰＮ基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ中检索到的绵羊（ＮＭ＿
００１００９２２４．１）、牛（ＡＦ＿４９２８３７．１）、猪（ＡＫ＿２３４５６４．１）、人
（ＤＱ＿８４６８７１．１）、小鼠（ＡＦ＿５１５７０８．１）、鸡（Ｍ＿５９１８２．１）的相
应区域进行核苷酸、氨基酸序列多重比对，构建物种分子进化

树。用ＰｒｏｔＰａｒａｍ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分
析蛋白的一级结构及其理化参数；用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序（ｈｔｔｐ：／／
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｈｔｍｌ）进行疏水性分析；用 ＴＭ
ＨＭＭＳｅｒｖｅｒＶ．２．０（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭ
ＨＭＭ－２．０／）进行跨膜区预测；用 ＳｉｇｎａｌＰ４．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｎｏｍｅ．ｃｂｓ．Ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒ－ｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预测信号肽；用
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ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）进行亚细胞定位预
测；用 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｎｅｔ
Ｐｈｏｓ／）预测磷酸化位点；用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／）预测糖基化位点；用 ＧＯＲ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．
ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）预测
蛋白质二级结构。

２　结果与分析

２．１　ＯＰＮ基因ＰＣＲ扩增结果
吸取４μＬＯＰＮ基因扩增产物，对其进行电泳检测。用

１％琼脂糖凝胶电泳检测条带，结果如图１所示，其中第１个
泳道为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，第２、第３泳道为ＯＰＮ基因目的
条带，与预期大小９５０ｂｐ基本一致，且目的条带明亮，有利于
后续试验的进行。

２．２　川中黑山羊ＯＰＮ基因的核苷酸序列分析
利用ＤＮＡＭＡＮ对测序结果进行拼接得到９５２ｂｐ片段，

与预期相符。用 ＯＲＦ查找器（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）查找ＯＰＮ的开放性阅读框并翻译出氨基
酸序列，结果表明，ＯＰＮ基因起始密码子为 ＡＴＧ（编码蛋氨
酸），终止密码子为 ＴＧＡ（不编码氨基酸），编码 ２７８个氨基
酸。在ＧｅｎＢａｎｋ上发表该序列，登录号为 ＫＦ６９９８５９。利用
ＤＮＡＭＡＮ分析川中黑山羊与其他物种ＯＰＮ基因ＣＤＳ区的核
苷酸序列同源性，结果显示，川中黑山羊与绵羊、牛、猪、人、小

鼠、鸡的同源性分别为９８％、９５％、７９％、７９％、７０％、４７％，说
明ＯＰＮ基因进化相对保守。同时用 ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＭＥＧＡ４．０等
软件对川中黑山羊、牛、马、猪、人、黑猩猩、大鼠、小鼠的核苷

酸序列采用邻接法（ＮＪ）及最大简约法（ＭＰ）分别构建物种间
分子系统进化树（图２、图３），结果表明，２种方法构建的物种
间分子系统进化树结果基本一致，且川中黑山羊与绵羊的关

系最近，符合进化关系。

２．３　川中黑山羊ＯＰＮ蛋白的结构特征分析
生物信息学分析结果表明，川中黑山羊ＯＰＮ蛋白的分子

式为Ｃ１３１０Ｈ２０５１Ｎ３７１Ｏ４９６Ｓ４，相对分子质量为３１１０６２．１，理论等
电点（ＰＩ）为４．４９，半衰期为３０ｈ，脂肪系数为５３．３５，不稳定
参数为６４．５７，属于不稳定蛋白。ＯＰＮ蛋白为亲水性蛋白，信
号肽长度为１６个氨基酸残基，切入位点在丙氨酸与亮氨酸之
间，属于分泌型蛋白。ＯＰＮ成熟肽没有跨膜区，成熟蛋白位
于细胞外的概率是０．８２０。ＯＰＮ多肽有４６个磷酸化位点，分
别为Ｓｅｒ（３９）、Ｔｈｒ（７）、Ｔｙｒ（０）。ＯＰＮ多肽有１个 Ｎ－糖基化

位点（１０１位）、２个Ｏ－糖基化位点（４９位、８１位）。ＯＰＮ蛋
白α螺旋（７３个氨基酸残基）、延伸链（３０个氨基酸残基）、无
规卷曲（１７５个氨基酸残基）分别占靶蛋白的 ２６．２％、
１０８％、６３．０％。　

３　结论与讨论

在分子水平上，ＯＰＮ几乎参加了生殖全过程，包括受精、
胚泡着床及胎盘形成等［８］。ＯＰＮ基因第 ６内含子存在由
３０５ｂｐ片段缺失而造成的多态，Ｌｉｎ等证实了此多态性与母
畜窝产仔数等繁殖性能显著相关［９］。本试验通过 ＰＣＲ技术
从川中黑山羊卵巢组织中克隆得到了９５２ｂｐＯＰＮ基因ｃＤＮＡ
序列，起始密码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ，符合大多数真
核生物起始密码子具有的结构特征。经同源性比对可知，川

中黑山羊与绵羊、牛 ＯＰＮ基因的 ＣＤＳ序列一致性分别达到
９８％、９５％。从 ＯＰＮ基因编码区分子系统进化树可以看出，
川中黑山羊与绵羊聚为一支，与其他哺乳动物的遗传距离相

对较小，与鸡的遗传距离最远，符合物种的遗传进化规律。本

试验克隆测序获得了ＯＰＮ基因的编码区全长ｃＤＮＡ序列，并
运用生物信息学相关软件对该基因及编码蛋白进行序列与蛋

白分析，预测了ＯＰＮ基因所编码蛋白结构的位置，为日后开
展山羊繁殖性状研究以及进一步研究ＯＰＮ基因的表达、转录
调控奠定了理论基础。
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朱小翌，张　林，骆美蓉，等．牦牛胃蛋白酶原Ｃ基因的克隆及序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（５）：３６－３８．

牦牛胃蛋白酶原 Ｃ基因的克隆及序列分析
朱小翌１，２，张　林１，２，骆美蓉２，３，江伟华１，２，林忠荔１，２，刘益丽１，２，江明锋１，２
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　　摘要：采用ＲＴ－ＰＣＲ技术，成功获得了牦牛胃蛋白酶原Ｃ基因，用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具对牦牛胃ＰＧＣ蛋白的基本
性质进行测定。结果表明，其相对分子质量为４２９３１．６，ｐＩ值为４．４５，半衰期为３０ｈ，不稳定系数为４０．７６，总平均亲
水性为０．０４１。对该蛋白的二级、三级结构分析表明，牦牛胃蛋白酶结构与黄牛没有明显区别，均含有５个α－螺旋、
２５个β－折叠，三维结构也基本一致。
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　　酸性蛋白酶是胃蛋白酶、凝乳酶、微生物蛋白酶等的统
称。目前，酸性蛋白酶被广泛应用于食品工业、饲料添加剂、

酿造、皮革制造、医药等行业［１－５］。国际上研究最多的是胃蛋

白酶。庞美蓉等研究发现，胃蛋白酶能有效断裂大豆蛋白质中

的肽键，提高溶解度并且消化抗营养因子，提升了大豆的营养

价值［６］。目前，国内对胃蛋白酶的研究主要集中在采用亚硝基

胍、紫外线、辐射等方法进行微生物源产酶菌株的选育。通过

大肠杆菌、酵母及曲霉表达的重组凝乳酶已经上市，并取得了

较好的经济效益［７］。目前，学者们主要从猪、牛、羊等动物黏膜

中提取胃蛋白酶遗传资源。本研究分析了克隆得到的麦洼牦

牛胃蛋白酶原Ｃ基因（ＰＧＣ）的结构，旨在为研究青藏高原特有
动物牦牛的基因资源并拓宽工程胃蛋白酶来源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　材料与试剂　牦牛复胃组织样品采自四川省阿坝藏

族羌族自治州红原县；ｅｘＴａｑ酶、ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体试剂盒、
Ｔ４连接酶均购于天根生化科技有限公司；ｃＤＮＡ合成试剂盒
为Ｔｈｅｒｍｏ产品。
１．１．２　引物的设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ收录的黄牛
ＰＧＣ、ＧＡＰＤＨ基因序列设计 ２对引物，序列为 ＰＧＣ－Ｆ：５′－
ＡＴＧＡＡＧＴＧＧＡＴＧＧＴＡＣＴＧＧＣＣＴＴ－３′；ＰＧＣ－Ｒ：５′－ＡＡＴＡ
ＡＡＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＧＴＴＧＧ －３′；ＰＧＣ － ｑＰＣＲ － Ｆ：
５′－ＴＧＡＧＧＡＣＣＴＡＣＡＡＧＣＡＣＧＡ－３′；ＰＧＣ－ｑＰＣＲ－Ｒ：５′－
ＡＴＡＧＣＣＴＡＡＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧ－３′；ＹＡＫ－ＧＡＰＤＨ－Ｆ：５′－
ＧＡＣＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡ－３′；ＹＡＫ－ＧＡＰＤＨ－Ｒ：５′－
ＴＴＡＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＣＣＡＴＧＴＧ－３′。引物由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。

１．２　方法
１．２．１　牦牛复胃组织总ＲＮＡ的提取　按照试剂盒说明书用
ＴＲＩｚｏｌ法提取牦牛复胃总 ＲＮＡ，测量其 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值，
－８０℃ 密封保存备用。
１．２．２　ｃＤＮＡ的合成、扩增和回收目的基因　以牦牛复胃总
ＲＮＡ为模板，使用 Ｔｈｅｒｍｏ反转录试剂盒，合成牦牛复胃
ｃＤＮＡ。以上述反转录 ｃＤＮＡ为模板，ＰＧＣ－Ｆ、ＰＧＣ－Ｒ为引
物，扩增 ＰＧＣ基因。ＰＣＲ反应条件为：９５℃ １ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ反
应体系：ｃＤＮＡ模板１．５μＬ，ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ
Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＥＸＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，ｄＮＴＰ混合
物１μＬ，Ｍｇ２＋２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至 ２０μＬ体系。ＰＣＲ产物经
１％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳检测后，用 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收 ＰＣＲ
片段，并用０．７％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳检测胶回收片段。
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